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Цель исследования: оценить модулирующее влияние сигнального пути Notch на дифференцировку Th1- и Th2-лимфо- 
цитов в условиях in vitro у больных инфильтративным туберкулезом легких.

Материалы и методы. Исследование включало 14 больных с впервые выявленным инфильтративным туберкулезом лег-
ких. Мононуклеарные лейкоциты выделяли из крови методом градиентного центрифугирования. В инкубационную среду 
вносили только антигены микобактерий туберкулеза в виде белка CFP10-ESAT6 или совместно с ингибитором γ-секретазы 
DAPT (5 мкМ/л или 10 мкМ/л). Клетки культивировали 72 ч. в полной питательной среде при 5% СО2 и 37°С. Количество 
Th1- и Th2-лимфоцитов определяли методом проточной цитофлуориметрии путем оценки экспрессии рецептора CD4 
и внутриклеточных транскрипционных факторов T-bet и GATA-3. 
Результаты. Стимуляция клеток белком CFP10-ESAT6 сопровождалась увеличением числа Th1- и Th2-лимфоцитов 
только у больных с туберкулезом легких, устойчивым к изониазиду + рифампицину. Добавление в инкубационную среду 
DAPT в концентрации 10 мкМ/л у этих пациентов приводило к повышению количества Th1-лимфоцитов и уменьшению 
Th2-лимфоцитов. У больных туберкулезом легких с чувствительностью к изониазиду + рифампицину регистрировалось 
только снижение числа Th2-лимфоцитов. Во всех группах обследуемых подавление сигнального пути Notch приводило 
к повышению индекса Th1/Th2 относительно Th1/Th2 при стимуляции антигенами CFP10-ESAT6.
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The objective: to evaluate the modulating effect of the Notch signaling pathway on differentiation of Th1 and Th2 lymphocytes 
in vitro in patients with infiltrative pulmonary tuberculosis.
Subjects and Methods. 14 new patients with infiltrative pulmonary tuberculosis were enrolled in the study. Mononuclear leukocytes 
were isolated from blood by gradient centrifugation. Only Mycobacterium tuberculosis antigens in the form of the CFP10-ESAT6 
protein or together with γ-secretase inhibitor DAPT (5 μM/l or 10 μM/l) were added to the incubation medium. Cells were cultured 
for 72 h in a complete nutrient medium with 5% CO2 at 37°C. Counts of Th1 and Th2 lymphocytes were determined by flow 
cytometry by evaluating the expression of CD4 receptor and intracellular transcription factors T-bet and GATA-3. 
Results. Cell stimulation with the CFP10-ESAT6 protein was accompanied by increasing number of Th1 and Th2 lymphocytes 
only in patients with pulmonary tuberculosis resistant to isoniazid + rifampicin. Adding DAPT at the concentration of 10 μM/L 
to the incubation medium in these patients led to the growing number of Th1 lymphocytes and decrease in Th2 lymphocytes. In 
pulmonary tuberculosis patients who were susceptible to isoniazid + rifampicin, only decrease in the number of Th2-lymphocytes 
was regeistered. In all groups of subjects, suppression of the Notch signaling pathway led increase in the Th1/Th2 index versus 
Th1/Th2 stimulated with CFP10-ESAT6 antigens.
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Введение

Ключевым фактором, определяющим возмож-
ность развития и характер течения туберкулеза 
у человека, является состояние систем врожден-
ного и приобретенного иммунитета [1, 12, 15]. 
Формирование протективного иммунного ответа 
при туберкулезе сопряжено с дифференцировкой 
и пролиферацией Т-лимфоцитов хелперов типа 1 
(Тh1) [8, 12, 16]. Преобладание Т-лимфоцитов хел-
перов типа 2 (Тh2), контролирующих гуморальное 
звено иммунитета, негативно отражается на тече-
нии заболевания, что обусловливает замедленную 
регрессию специфических изменений в тканях 
и сохранение активности туберкулезного процес-
са [16, 17]. Сложный процесс регуляции селекции 
Тh1- и Тh2-лимфоцитов осуществляется путем 
лиганд-рецепторных взаимодействий, продукции 
хемокинов, ключевых цитокинов (IFNγ, TNFα, IL-4, 
IL-12, IL-27 и др.) и функционированием внутри-
клеточных молекулярных механизмов, определя-
ющих направление дифференцировки [3, 20, 21]. 
Семейство рецепторов Notch и сопряженный сиг-
нальный путь являются важными модуляторами 
дихотомии Т-клеток и активации эффекторной 
функции пула периферических Т-лимфоцитов, 
опосредующих клеточный ответ [4, 13, 22]. Веду-
щее положение в функционировании сигнального 
каскада Notch занимает фермент γ-секретаза, кото-
рый с помощью протеолитического высвобождения 
внутриклеточного домена рецептора – NICD влияет 
на активацию транскрипции генов-мишеней, регу-
лирующих дифференцировку клеток [19, 21]. Инги-
бирование передачи сигналов Notch рассматривают 
в качестве потенциального патогенетического под-
хода при онкологических [10, 18], нейродегенера-
тивных [5, 14] и некоторых инфекционных [4, 13] 
заболеваниях. Одним из активно исследуемых 
ингибиторов γ-секретазы является DAPT (N-[N-
(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine 
t-butyl ester – N-[N-(3,5- дифторфенацетил)-L-ала-
нил]-S-фенилглицин трет-бутиловый эфир).

Цель исследования

Оценить модулирующее влияние сигнального 
пути Notch на дифференцировку Th1- и Th2-лим-
фоцитов в условиях in vitro у больных с инфиль-
тративным туберкулезом легких.

Материалы и методы

В исследование включено 14 пациентов с впервые 
выявленным инфильтративным туберкулезом лег-
ких (ТЛ) (9 мужчин и 5 женщин, средний возраст 
46,5±7,49 лет), проходивших стационарное лечение в 

ОГАУЗ «Томский фтизиопульмонологический меди-
цинский центр». Постановку диагноза осуществляли 
врачи медицинского центра. В зависимости от чув-
ствительности микобактерий туберкулеза (МБТ) 
к противотуберкулезным лекарственным препара-
там больные были разделены на 2 группы: 1 группа 
(n=8) – пациенты, выделяющие МБТ, чувствитель-
ные к изониазиду и рифампицину; 2 группа (n=6) – 
пациенты, выделяющие МБТ, устойчивые как ми-
нимум к изониазиду и рифампицину. Контрольную 
группу составили 10 здоровых добровольцев с со-
поставимыми характеристиками по полу и возрасту.

Материалом для исследования служила цельная 
периферическая кровь, взятая до начала примене-
ния противотуберкулезных препаратов. Монону-
клеарные лейкоциты выделяли из крови методом 
градиентного центрифугирования (ρ=1,077 г/мл). 
В инкубационную среду вносили антигены (АГ) ми-
кобактерий туберкулеза – CFP10-ESAT6 (препарат 
Диаскинтест, Generium, Россия) в дозе 10 мкг/мл. 
Концентрация вносимых в инкубационную сре-
ду АГ была подобрана экспериментально с помо-
щью МТТ-теста. В комбинации с CFP10-ESAT6 
вносили ингибитор γ-секретазы (DAPT, «Tocris 
Bioscience», Великобритания) в дозах 5 мкМ/л 
и 10 мкМ/л, который предварительно растворя-
ли в 0,1% растворе диметилсульфоксида (ДМСО) 
(«Sigma-Aldrich», США). В исследуемых концен-
трациях ДМСО и ингибитор γ-секретазы не оказы-
вали токсического действия на клетки в условиях in 
vitro. Клетки культивировали в полной питательной 
среде RPMI-1640 с L-глутамином (ООО «БиолоТ», 
Россия) в СО2-инкубаторе в газовой смеси, содер-
жащей 5% СО2, при 37°С в течение 72 ч. Типирова-
ние Th1- и Th2-лимфоцитов проводили методом 
проточной цитофлуориметрии путем определения 
экспрессии поверхностного рецептора CD4 (FITC, 
«BD Biosciences», США) и внутриклеточных транс-
крипционных факторов – T-bet (Alexa Fluor 405,  
«R&D Systems Inc», США) (Th1) и GATA-3 
(PerCP-eFluor 710, «BD Biosciences», США) (Th2).

При обработке результатов использовали пакеты 
прикладных статистических программ IBM SPSS 
statistics 25. Соответствие данных нормальному рас-
пределению проверяли с использованием теста Ша-
пиро–Уилка. Поскольку количественные параметры 
в группах исследования не относились к нормаль-
ному распределению, в качестве средневыборочных 
характеристик использовали медиану (Me) и 1-й, 3-й 
квартили (Q1 и Q3). Для оценки статистической 
значимости различий количественных показателей 
между исследуемыми выборками использовали 
непараметрический U-критерий Манна – Уитни. 
Для оценки значимости различий зависимых данных 
внутри группы использовали критерий Уилкоксона. 
За уровень значимости принимали р<0,05.
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Результаты исследования

В качестве одного из факторов неэффективно-
сти антигенспецифического иммунного ответа 
при туберкулезе легких рассматривают иммунный 
дисбаланс с поляризацией в сторону Th2-зависи-
мых реакций [16, 17]. Антитела, образующиеся в 
результате кооперации Тh2- и В-лимфоцитов, наи-
более эффективны против внеклеточных патогенов 
[7, 11, 21]. Вместе с тем некоторые антитело-зави-
симые иммунные реакции (опсонизация, актива-
ция комплемента, антителозависимая клеточная 
цитотоксичность) могут быть потенциально эф-
фективными против микобактерий. Так, антитело- 
опосредованный фагоцитоз способствует фаголизо-
сомальному слиянию, препятствуя тем самым вы-
живанию микобактерий в макрофагах [2]. Основу 
формирования противотуберкулезного иммунитета 
представляет популяция Тh1-лимфоцитов, прини-
мающая участие в активации макрофагов и CD8+ 

Т-клеток, ограничивающих репликацию возбуди-
теля и обеспечивающих киллинг инфицированных 
клеток с последующей элиминацией персистирую-
щих в фагосомах микобактерий [6, 9, 16]. 

Анализ полученных результатов показал, что 
у больных 1 и 2 группы количество Th1- и Th2-лим-
фоцитов в интактной культуре превышало ана-
логичные показатели контрольной группы в 1,9 
(р1<0,001) и 2,4 (р1<0,001) раза соответственно 
(табл. 1). Повышение числа исследуемых попу-
ляций лимфоцитов свидетельствует об активации 
как клеточно-эффекторного, так и гуморального 
звена иммунитета в ответ на внедрение антиге-
нов МБТ. При этом имеющаяся у больных 1 и 2 
групп тенденция к относительному преобладанию 
Th2- над Th1-лимфоцитами (положительный Th2- 
отбор) может предрасполагать к неблагоприятному 
течению туберкулезного процесса.

Стимуляция клеток антигенами микобактерий 
туберкулеза CFP10-ESAT6 сопровождалась ста-
тистически значимым увеличением числа Th1- 
и Th2-лимфоцитов только у пациентов 2 группы 
(р2=0,005) и здоровых добровольцев (р2=0,012) 
(табл. 1). Рекомбинантный белок ESAT-6 - CFP10 – 
аналог специфических антигенов клинически зна-
чимых МБТ предназначен для оценки клеточно- 
опосредованного иммунного ответа на микобакте-
рии туберкулеза. У здоровых доноров увеличение 
числа Th1и Th2 лимфоцитов при добавлении в ин-
кубационную среду белка CFP10 - ESAT-6 является 
проявлением физиологической реакции клеток на ан-
тигенную стимуляцию в условиях in vitro. Более зна-
чительное повышение количества Th1- и Th2-лим-
фоцитов, отмеченное у больных 2 группы (р1<0,001), 
указывает на гиперергическую реакцию и свидетель-
ствует о сенсибилизации клеток к АГ микобактерий 
туберкулеза. Отсутствие ответной реакции клеток от 
больных 1 группы при стимуляции бактериальными 
антигенами может быть обусловлено гипоэкспресси-
ей молекул костимуляции (CD28), а также наруше-
нием процессов сигнальной трансдукции. 

Добавление к антиген-стимулированным клет-
кам больных 1 и 2 групп и здоровых доноров ин-
гибитора γ-секретазы (DAPT) в концентрации 
5 мкМ/л не приводило к статистически значимым 
изменениям количества исследуемых популяций 
(табл. 1). С увеличением концентрации DAPT 
до 10 мкМ/л у пациентов 2 группы и здоровых 
доноров регистрировалось повышение числа Th1- 
лимфоцитов (р3=0,043) и, напротив, уменьшение 
количества Th2-лимфоцитов (р3=0,043) (табл. 1). 
У больных 1 группы добавление в инкубационную 
среду антигенов CFP10-ESAT6 и DAPT (в кон-
центрации 10 мкМ/л) сопровождалось только 
снижением числа Th2-лимфоцитов (табл. 1). По-
вышение числа Th1-лимфоцитов, установленное 
у больных 2 группы, при культивировании клеток 
с ингибитором γ-секретазы и АГ показывает, что 
подавление сигнального пути Notch может способ-

Таблица 1. Содержание Th1- и Th2-лимфоцитов 
в периферической крови по исследуемым группам
Table 1. The count of Th1 and Th2 lymphocytes in peripheral blood 
in studied groups 

Условия  
культивирования  
клеток in vitro

% от общего числа лимфоцитов Me  
(Q1–Q3)

Здоровые 
доноры 1 группа 2 группа

Th1-лимфоциты 

Интактная  
культура 1,25 (1,12–1,37) 2,38 (2,33–2,41)  

р1 < 0,001
2,36 (2,27–2,43) 

р1 < 0,001

С добавлением АГ 1,30 (1,18–1,42) 
р2 = 0,012

2,40 (2,38–2,47) 
р1 < 0,001

2,50 (2,49–2,5) 
р1 < 0,001 
р₂ = 0,005 
р₄ = 0,032

С добавлением АГ  
и DAPT (5 мкМ/л) 1,37 (1,21–1,44) 2,40 (3,38–2,46) 

р1 < 0,001
2,46 (2,44–2,47) 

р1 < 0,001

С добавлением АГ  
и DAPT (10 мкМ/л)

1,95 (1,7–2,04) 
р3 = 0,043

2,48 (2,43–2,49) 
р1 < 0,001

2,74 (2,71–2,78) 
р₁ < 0,001 
р₃ = 0,043 
р4 = 0,032

Th2-лимфоциты 

Интактная  
культура 1,04 (0,99–1,01) 2,48 (2,39–2,49) 

р1 < 0,001
2,57 (2,54–2,57) 

р1 < 0,001

С добавлением АГ 1,12 (1,08–1,14) 
р2 = 0,012

2,49 (2,41–2,51) 
р₁ < 0,001

2,63 (2,61–2,64 
р₁ < 0,001 
р₂ = 0,005 
р₄ = 0,032

С добавлением АГ 
и DAPT (5 мкМ/л)

0,91 (0,82–0,98) 
р₃ = 0,012

2,47 (2,38–2,5) 
р₁ < 0,001

2,58 (2,54–2,59) 
р₁ < 0,001 
р₃ = 0,043

С добавлением АГ 
и DAPT (10 мкМ/л)

0,68 (0,63–0,72) 
р₃ = 0,043

1,94 (1,92–2,01) 
р₁ < 0,001 
р₃ = 0,043

2,19 (2,17–2,21) 
р₁ < 0,001 
р₃ = 0,043 
р₄ = 0,032

Примечание: здесь и в табл. 2 р1 – уровень статистической 
значимости различий по сравнению с аналогичными парамет- 
рами у здоровых доноров; р2 – в интактной культуре; р3 – 
при стимуляции антигенами (АГ); р4 – у больных 1 группы; 
АГ - CFP10-ESAT6; DAPT – N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-
alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester – N-[N-(3,5-дифторфена-
цетил)-L-аланил]-S-фенилглицин трет-бутиловый эфир.
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ствовать усилению клеточно-эффекторных реак-
ций, обеспечивающих элиминацию микобактерий 
туберкулеза.

Сравнительный анализ результатов показал, что 
у пациентов 2 группы при добавлении в инкуба-
ционную среду антигенов CFP10-ESAT6 или ан-
тигенов CFP10-ESAT6 и DAPT (в концентрации 
10 мкМ/л) число Th1и Th2 лимфоцитов было выше 
(р4=0,032), чем у больных 1 группы (табл. 1).

Расчет индекса соотношения популяций лим-
фоцитов Th1/Th2 позволил установить статисти-
чески значимые различия только для параметров, 
полученных в условиях инкубации мононуклеар-
ных лейкоцитов с АГ и DAPT (в концентрации 
10 мкМ/л). Подавление сигнального пути Notch 
приводило к повышению индекса Th1/Th2 относи-
тельно такового при стимуляции АГ во всех группах 
сравнения (р3=0,043). У больных 1 и 2 групп пока-
затели Th1/Th2 статистически значимо не разли-
чались и в среднем были в 2,3 раза (р1=0,003) ниже, 
чем у здоровых доноров (табл. 2). 

Заключение

Полученные результаты изменения количества 
Th1- и Th2-лимфоцитов и соотношения Th1/Th2 
при добавлении к суспензионной культуре клеток 
ингибитора γ-секретазы в дозе 10 мкМ/л свидетель-

ствуют о значительной модулирующей роли сиг-
нального пути Notch в определении направления их 
дифференцировки. Уменьшение доли Th2-лимфо-
цитов и увеличение индекса Th1/Th2, отмеченное 
у больных с сохранением лекарственной чувстви-
тельности к изониазиду и рифампицину (1 группа) 
и с наличием лекарственной устойчивости к этим 
препаратам (2 группа) при подавлении молекуляр-
ного каскада Notch, свидетельствует о возможности 
коррекции числа и функциональной активности 
Th2-лимфоцитов. Изменения соотношения субпо-
пуляций лимфоцитов при помощи ингибитора  
γ-секретазы указывает на значение сигнального 
каскада Notch как потенциально важной мишени 
патогенетической терапии туберкулеза легких.
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Таблица 2. Соотношение популяций Th1/Th2 
в исследуемых группах
Table 2. The ratio of Th1/Th2 populations in studied groups 

Условия  
культивирования  
клеток in vitro

Th1/Th2; Me (Q1–Q3)

Здоровые 
доноры 1 группа 2 группа

Исходный 1,20 (1,13–1,25) 0,96 (0,96–0,97) 0,92 (0,89–0,95)

При стимуляции АГ 1,16 (1,09–1,24) 0,96 (0,98–0,99) 0,95 (0,94–0,95)

При добавлении АГ  
и DAPT (10 мкМ/л)

2,88 (2,68–2,82) 
р₂ = 0,012 
р₃ = 0,012

1,28 (1,24–1,27) 
р₁ = 0,003 
р₂ = 0,043 
р₃ = 0,043

1,25 (1,25–1,26) 
р₁ = 0,003 
р₂ = 0,043 
р₃ = 0,043
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